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Chiedo scusa se ho preferito scrivere questa sezione nella mia lingua madre, però mi trovo molto 
più a mio agio ad esprimere tutte le emozioni in italiano. 
È praticamente impossibile riuscire a mettere nero su bianco le sensazioni provate in questi tre anni 
di dottorato in Spagna. Ricordo il primo giorno, ferma alla stazione di Ciudad Real ad aspettare 
nervosamente il mio direttore di tesi (Christian), con il cuore pesante dall’ansia. Sarà una brava 
persona? Che lavoro farò all’IREC? Riuscirò a fare un buon lavoro, o scapperò prima per la paura? 
Tante emozioni contrastanti che rendevano ancora più incerto il mio sorriso già forzato. E invece sin 
dal primo momento ho scoperto solo persone fantastiche, che ti sorridevano per il solo fatto di 
essere lì, poco importava che mi conoscessero da un giorno: tutti erano pronti a darmi una mano, 
con una sensibilità che non ho mai trovato (e forse non troverò mai più) in un ambiente di lavoro. 
E così è iniziata la mia avventura, in questa cittadina priva di spiaggia, di fiume, di spunti 
architettonici rilevanti..solo una Plaza Mayor piena di carrozzine e madri sorridenti che aspettavano 
con i loro bimbi lo scoccare delle 12 a.m. per vedere il Don Chisciotte e compagnia uscire da un 
balcone a suon di musica. Sembrava un mondo parallelo, ben lontano dalla mia terra, dove i sorrisi 
si vanno perdendo man mano che il Dio denaro si impadronisce delle nostre anime. La Spagna è 
ancora acerba, reduce di un regime franchista che l’ha piegata, ma non spezzata; un paese pieno di 
gioia di vivere e gente amabile..proprio come la mia amatissima Sardegna! Ero a casa! 
Tutti sanno che all’inizio ho faticato ad ingranare, per motivi che non sto qua a spiegare, e sono 
fiera di essere rimasta sperando di riuscire finalmente a far capire quanto valessi, perché in fondo al 
mio cuore sapevo che non ero completamente da buttare. Così questo dottorato si è trasformato in 
una scuola di vita, con persone eccezionali che ti donavano il cuore. Le persone sono talmente tante 




Ci ho pensato molto e alla fine sono giunta alla decisione di non scrivere nomi, per non dover 
soppesare l’amicizia, che è una cosa aberrante.  
Gli unici nomi che farò sono quelli del mio relatore, Christian Gortázar, che mi ha accolto come una 
della famiglia fin dal primo momento, che mi ha sorretto nei momenti tristi della mia permanenza, e 
che ha sempre creduto in me, con la sua passione contagiosa per la ricerca scientifica. Grazie per 
l’appoggio e per la tua forza! L’altra persona è il mio co-relatore, Josè Manuel Pérez de La Lastra, 
con cui ho avuto il piacere di condividere l’ufficio.Ti smontava sempre con il suo impeccabile buon 
umore; sempre sorridente, mai una volta che l’abbia visto nervoso. Era una gioia lavorare con lui. 
Abbiamo riso tantissimo insieme. Grazie infinite ad entrambi per aver reso possibile la stesura di 
questa tesi e per non avermi mai dimenticato, nonostante fossi già in Sardegna. Grazie, grazie, 
grazie! 
Ringrazio anche Irving Villegas, fotografo messicano, per avermi dato la possibilitá di usare una sua 
foto per la copertina della presente tesi. 
Tutti mi hanno regalato qualcosa, chi più chi meno, per cui trovo più corretto dare la grazia a tutti, 
dai colleghi, agli amici dell’Amministrazione, alle guardie di sicurezza, alle donne della pulizia, ai 
forestali delle tenute per arrivare alla gente comune che ho avuto la fortuna di incontrare in questo 
splendido paese. 
Sono tornata a casa con una ricchezza di emozioni positive che mi hanno cambiata per sempre. Mi 
avete reso una persona migliore, mi avete fatto crescere e donato la vostra fiducia e per questo 
porterò sempre ciascuno di voi nel mio cuore. 
Grazie, infinitamente grazie e per sempre grazie. 
Os quiero!!!! 
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ESTRUCTURA DE LA TESIS 
 
Tras la introducción general y los objetivos, esta tesis se estructura en cinco capítulos. El primero de 
ellos es una revisión bibliográfica sobre paratuberculosis en fauna silvestre, que aborda el estado 
actual de conocimientos sobre su posible implicación en el mantenimiento de MAP, el efecto de 
MAP sobre sus poblaciones y sus consecuencias sobre la vigilancia sanitaria de otras 
micobacteriosis, particularmente la tuberculosis. Los siguientes tres capítulos describen el papel del 
conejo (Oryctolagus cuniculus) como posible reservorio local de MAP en la Península Ibérica; la 
utilidad de los cánidos ibéricos (lobo, Canis lupus; y zorro, Vulpes vulpes) como posibles centinelas 
de la circulación de MAP; y el papel del ciervo (Cervus elaphus) como reservorio de MAP en la 
península ibérica. El quinto y último capítulo describe la expresión de genes relacionados con la 
inmunidad, en respuesta a la infección de rumiantes por patógenos intracelulares de los géneros 
Anaplasma y Mycobacterium. Finalmente, la tesis se completa con una breve síntesis y las 
conclusiones. 




PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO DE LA TESIS 
 
Participación en proyectos  
 
Participación en proyectos  
 
Título del proyecto: Paratuberculosis en España: Importancia de los reservorios silvestres. 
AGL2008-03875 
Investigador principal: Christian Gortázar  
Entidad financiadora: Plan Nacional I+D, MCINN 
Entidades participantes: Instituto de Investigación en Recursos Cinegéticos (CSIC-UCLM-
JCCM) 
Duración: desde 2009, hasta 2011 
 
Título del proyecto: Epidemiología molecular, epidemiología de campo y factores de riesgo 
biogeográficos asociados a la interacción sanitaria entre ungulados domésticos y silvestres 
FAU2008-00004-C03-02 
Entidad financiadora: INIA-Plan Nacional 
Entidades participantes: IREC (CSIC-UCLM-JCCM), UCM 
Duración: desde 2009, hasta 2011 
Investigador responsable: Joaquín Vicente Baños (IP y coordinador del proyecto) 
Número de Investigadores participantes: 6 
 
Planteamiento del trabajo 
3 
 
Gracias a la participación en estos proyectos, hemos tenido la posibilidad de estudiar en 
profundidad la problemática de la paratuberculosis en la fauna silvestre en relación a las 
características del territorio, a la epidemiología y al diagnóstico.  
En España la paratuberculosis es una enfermedad importante en el ganado ovino, caprino y bovino; 
algunos mamíferos silvestres, particularmente cérvidos y lagomorfos, podrían participar 
activamente en la epidemiología de esta micobacteriosis, complicando su control en las especies de 
producción.  
Mediante la combinación de herramientas de ecología, patología y genética, esta tesis pretende 








Antecedentes y estado actual de los conocimientos 
 
La paratuberculosis (enfermedad de Johne) es una enfermedad infecciosa crónica de los rumiantes y 
de otros mamíferos, causada por Mycobacterium avium paratuberculosis (MAP). Se trata de una de 
las enfermedades más importantes de los rumiantes domésticos. Su distribución es mundial y causa 
pérdidas económicas severas en la producción bovina (Hasanova and Pavlik, 2006), ovina y caprina 
(Dhand et al., 2007), y en la producción de ciervo en granjas y explotaciones en semilibertad (de 
Lisle et al., 2003). La ruta de transmisión típica es fecal oral. Aunque esta enfermedad se conoce 
desde hace mas de cien años, aún no tiene tratamiento y su control es complejo (Baumgartner et al., 
2005). La emergencia o re-emergencia de esta enfermedad ha sido reportada repetidamente tanto en 
bovino (p. ej. Baumgartner et al., 2005) como en granjas de ciervo (de Lisle et al., 2003). En 
consecuencia, varios países están empezando a tomar medidas para el control de la paratuberculosis 
en los rumiantes domésticos (Baumgartner et al., 2005, McKenna et al., 2006). Recientemente, 
MAP ha sido objeto de una atención aún mayor porque existe una base científica creciente que 
sugiere que la infección de personas con esta bacteria puede causar algunos, quizá todos, los casos 
de la enfermedad de Crohn (Naser et al., 2004, Uzoigwe et al., 2007).  
En España, la paratuberculosis se considera ampliamente distribuida, y los estudios más recientes 
sitúan la prevalencia entre el 10 y el 86% de explotaciones, según la especie y la región. La 
distribución regional y de hospedadores de las diferentes cepas varía, según los autores, pero es 
evidente que las cepas de tipo II “bovino” están más extendidas y son capaces de infectar a una gran 
variedad de especies hospedadoras (de Juan et al., 2006, Sevilla, 2007). Además de las pérdidas 
económicas directas que esto conlleva para el sector ganadero, la existencia de paratuberculosis en 
explotaciones que son objeto de erradicación de tuberculosis supone un problema añadido a causa 
de las dificultades para el diagnóstico diferencial in vivo con la tuberculosis (Álvarez et al., 2008). 
En España, se considera que la infección por MAP es endémica en una población local de gamos en 
la sierra del Sueve, en Asturias (Marco et al., 2002). MAP también ha sido ocasionalmente 
reportado en conejo, gamo (Dama dama), y jabalí (Sus scrofa) en otras regiones (Álvarez et al., 
2005; Fernández-de-Luco et al. 1995). Un estudio preliminar permitió detectar anticuerpos en los 





Figura 1.- Mapa de la prevalencia de paratuberculosis 
obtenido mediante ensayos serológicos (para detectar 
presencia de anticuerpos frente a MAP) en ciervos  
(Cervus elaphus) en España. Se representa la 
prevalencia (arriba izq.) y el tamaño de la muestra 
(abajo dcha.). El color indica el tipo de población 
(blanco silvestre, gris manejado/vallado, negro granja). 
Fuente: Reyes-García et al., 2008. 
 
La existencia de hospedadores silvestres con elevadas prevalencias de contacto con MAP es 
indicativa del interés que tiene una prospección más amplia de la situación de la fauna silvestre 
española en relación con MAP. 
Diagnóstico y tipado 
 
El diagnóstico de las micobacteriosis es complejo. Clínicamente, la paratuberculosis es una enteritis 
crónica y se caracteriza, tanto en rumiantes domésticos como en el ciervo, por una pérdida de peso 
y condición general, frecuentemente acompañado de diarrea. En contraste con el ganado ovino y 
bovino, los brotes de paratuberculosis clínica ocurren con frecuencia en ciervos jóvenes, de entre 8 
y 15 meses (Mackintosh et al, 2008). Histopatológicamente se trata de una enteritis granulomatosa y 
linfadenitis, particularmente a nivel de yeyuno, íleon y linfonodos mesentéricos asociados 
(Mackintosh et al., 2004; Balseiro et al., 2008). Además de la patología, en paratuberculosis existen 
pruebas serológicas (test ELISA, con sensibilidad limitada y especificidad variable, Gumber et al., 
2006), cultivos (con limitaciones logísticas debidas al crecimiento muy lento de algunas cepas, 
Sevilla, 2007), y cada vez más técnicas basadas en PCR, ya que éstas están mostrando mayor 
sensibilidad que los cultivos (Kawaji et al., 2007).  
Los ensayos immunoenzimáticos (ELISA) se encuentran entre las técnicas más comunemente 
empleadas, por ser flexibles, de bajo coste, y susceptibles de automatización. Aunque su 
sensibilidad sea limitada, su especificidad es considerada aceptable cuando la técnica se optimiza 
para situaciones concretas (Griffin et al., 2005). Existe, además, cierta asociación entre individuos 
ELISA positivos e individuos con mayor capacidad de excreción de micobacterias, que resulta de 




al., 2007). El cultivo, considerado como prueba “gold standard”, tiene dos inconvenientes logísticos 
importantes: primero, algunas cepas son de crecimiento muy lento, lo que dificulta y alarga los 
estudios; segundo, las cepas tienen requerimientos muy particulares, de forma que sólo deberían 
considerarse negativos aquellos intentos de cultivo en los que se hayan empleado cuatro tipos 
distintos de medio (p. ej. de Juan et al., 2006b). Las técnicas de PCR vendrían a solucionar en parte 
estos inconvenientes, pero la mera detección de DNA micobacteriano en una muestra no confirma 
la viabilidad de los microorganismos. Además, algunas de las PCR utilizadas pueden dar lugar a 
falsos positivos (Möbiusa et al., 2008). Los recientes desarrollos en PCR cuantitativa permiten 
estudios de intensidad de excreción o de contaminación (Kawaji et al., 2007). 
El genotipado de cepas es esencial en epidemiología. En el caso de MAP la técnica más utilizada 
cuando se parte de DNA extraído de cultivos es la IS900-RFLP. La electroforésis de campo pulsado 
(PFGE) también da buenos resultados para llevar a cabo un tipado detallado. Gracias a la RFLP han 
sido diferenciados dos grupos de cepas, las “bovinas” o tipo II y las “ovinas”, así denominados por 
la aparente mayor prevalencia de cada tipo en la especie hospedadora. Las cepas comprendidas en 
el Tipo II son de crecimiento más rápido, y son comúnemente aisladas de vacas, cabras, ciervos y 
otras especies, incluyendo la humana, mientras las cepas comprendidas en el Tipo I/III son de 
crecimiento más lento, con preferencia de hospedador por la especie ovina, y aparentemente más 
virulentas para este tipo de hospedador (Sevilla, 2007). Posteriormente se han desarrollado 
procedimientos más sencillos para diferenciar esos dos grandes grupos o incluso para distinguir 
entre los tipos I y III, como la IS1311 PCR-REA, DMC-PCR y RDA-PCR (de Juan et al., 2006a, 
Castellanos et al., 2007, Sevilla, 2007). Estos últimos son aplicables a DNA extraído de muestras, lo 
que supone una ventaja al no depender del cultivo (Nebbia et al., 2000). 
 
Reservorios silvestres de paratuberculosis 
 
La evidencia epidemiológica y de tipado molecular existente sugiere que algunas especies silvestres 
tengan un papel relevante como reservorios de paratuberculosis (Machackova et al., 2004, Florou et 
al., 2008). Los ungulados silvestres tales como ciervo, gamo corzo Capreolus capreolus, e incluso 
el jabalí (Machackova et al., 2004, Álvarez et al., 2005, Balseiro et al., 2008, Robino et al., 2008), 
lagomorfos como el conejo, o las liebres Lepus sp. (Daniels et al., 2003, Florou et al., 2008), 
roedores (Florou et al.,2008), e incluso carnívoros silvestres tales como el zorro  (Anderson et al., 
2007, Florou et al., 2008), albergan y excretan el agente causal de la paratuberculosis. Las 




probable transmisión interespecífica (Florou et al., 2008 , Robino et al., 2008). Además, las pérdidas 
causadas por paratuberculosis suponen un problema importante para la producción de ciervo, una 
industria creciente a nivel mundial (de Lisle et al., 2003) y también en España (Fernández-de-Mera 
et al., 2007). El posible efecto de la paratuberculosis sobre la propia fauna silvestre es actualmente 
desconocido. En Europa, una de las situaciones mejor conocidas es la italiana, donde existen 
elevadas prevalencias (hasta >80%) en cérvidos (Nebbia et al., 2000, Robino et al., 2008). Otra 
situación interesante se encuentra en Escocia, donde existen prevalencias elevadas de MAP en 
conejos que comparten pastos con ganado ovino y bovino (Daniels et al., 2003).  
Algunos rumiantes silvestres españoles, como el ciervo, son objeto de un manejo cinegético 
pseudoganadero que, unido a las particularidades de los sistemas mediterráneos (ciclos de sequía), 
causa sobreabundancia y agregación de animales en torno a puntos de agua y comederos, lo que a 
su vez se asocia con numerosos problemas sanitarios (Gortázar et al., 2006), y particularmente con 
micobacteriosis como la tuberculosis bovina (Vicente et al., 2007). Los resultados preliminares 
conocidos en España indican el interés de estudiar el papel del ciervo y otros rumiantes silvestres en 
la epidemiología de MAP en nuestro País (Balseiro et al., 2008; Reyes-García et al. 2008). Además, 
el conejo es localmente abundante en España, y la situación escocesa invita a comprobar si existe 
un paralelismo en España. El hecho de que muchas enfermedades de la fauna silvestre son 
compartidas con el hombre y con los animales domésticos, y el hecho de que los pastos y puntos de 
agua compartidos facilitan el contacto entre fauna silvestre y rumiantes domésticos, convierte el 
estudio de enfermedades como la paratuberculosis en una prioridad (Gortázar et al., 2007). 
 
Patogenia de MAP 
 
La patogenia de MAP se ha revisado en la tesis doctoral de Iker Sevilla (NEIKER/UPV, 2007). Su 
entrada en el organismo está mediada principalmente por las células M epiteliales que recubren las 
cúpulas de las placas de Peyer del íleon y yeyuno (García Marín et al., 1992). Algunos mecanismos 
conocidos de la interacción MAP–hospedador incluyen: la expresión de la proteína de membrana de 
35 kDa de la bacteria (Bannantine et al., 2003); el puente de unión de fibronectina (Secott et al., 
2004); la introducción de MAP en fagosomas de macrófagos adyacentes a la placa de Peyer 
(revisado en Sevilla, 2007); la apoptosis (Bannantine et al., 2002); la respuesta inmune celular 
mediada por LTh1 (Zhao et al., 1997); la acidificación del fagosoma (Weiss et al., 2004) y la 
liberación de súperóxido dismutasa (Liu et al., 2001), que a su vez suprime la presentación de 




histocompatibilidad de clase II y de integrinas tipo LFA-1 (Alzuherri et al., 1997). La iniciación de 
la respuesta inmune adquirida frente a MAP podría verse obstaculizada por una producción 
defectuosa de citosinas proinflamatorias (como el factor de necrosis tumoral, TNF), y por un 
incremento en la expresión de interleuquina-10 (IL-10) (Coussens et al., 2004). Las células NK 
podrían jugar un papel en la transición de inmunidad innata a inmunidad adquirida, por medio de la 
producción de interferón en respuesta a los antígenos micobacterianos (Storset et al., 2003).  
 
Genómica de la relación patógeno-hospedador en MAP 
 
Existen dos campos de especial interés en la relación patógeno – hospedador, por un lado el 
conocimiento de los mecanismos que modulan la colonización y la multiplicación del patógeno 
(factores de virulencia), y por otro el componente genético del hospedador, que influye en la 
susceptibilidad y/o resistencia al patógeno. En la infección natural por Mycobacterium bovis en 
ungulados silvestres, los estudios realizados en el IREC han identificado, mediante técnicas 
genómicas, distintos genes que se encuentran inhibidos o sobre-expresados en respuesta a M. bovis 
en tejidos linfoides (Naranjo et al. 2006 y 2007 en jabalí, Fernández-de-Mera et al., 2008 en ciervo). 
A nivel de la población de hospedadores, se han encontrado efectos tanto genómicos (heterocigosis) 
como de algunos genes en particular, como MHC-II, sobre la mayor o menor susceptibilidad a la 
infección (Acevedo-Whitehouse et al., 2005 en jabalí, Fernández-de-Mera, 2007 en ciervo).  
Hasta la actualidad no se han realizado suficientes estudios que contemplen un potencial 
componente genético del hospedador que pueda explicar la resistencia/susceptibilidad al desarrollo 
de la enfermedad (Sevilla, 2007). Mediante la combinación de herramientas de ecología, patología y 
genética, esta tesis pretende aportar información básica y aplicada para contribuir al conocimiento 
de la paratuberculosis en España. Particularmente, se pretende estudiar el papel del conejo como 
posible reservorio local de MAP en la península ibérica; la utilidad de los cánidos ibéricos (lobo y 
zorro) como posibles centinelas de la circulación de MAP, el papel del ciervo como reservorio de 
MAP en la península ibérica y la expresión de genes relacionados con la inmunidad, en respuesta a 





Hipótesis y objetivos 
 
La existencia de al menos dos hospedadores potenciales: gamo (Balseiro et al., 2008) y ciervo 
(Reyes-García et al., 2008), con elevadas prevalencias de contacto aparente con MAP es indicativa 
del interés que tiene una prospección más amplia de la situación de la fauna silvestre española en 
relación con la paratuberculosis. Además, el contacto entre fauna silvestre y rumiantes domésticos 
es creciente como consecuencia de la expansión demográfica y geográfica de algunas especies y de 
los cambios en los sistemas de explotación. El hecho de que muchas enfermedades de la fauna 
silvestre sean compartidas con el hombre y con los animales domésticos, y de que los pastos y 
puntos de agua compartidos facilitan el contacto entre fauna silvestre y rumiantes domésticos, 
convierte el estudio de enfermedades como la paratuberculosis en una prioridad (Gortázar et al., 
2007). 
La paratuberculosis es una enfermedad importante en el ganado ovino, caprino y bovino en España. 
En los Alpes se han descrito prevalencias de infección de hasta el 33% (Robino et al., 2008), 
mientras que en otro lugares se señala una prevalencia muy baja (0-0.5%, Álvarez et al., 2005; 
Kopecna et al., 2008). Debido a la alta densidad poblacional del ciervo en algunas regiones de la 
península ibérica, que llega a alcanzar los 70 individuos por km
2
 (Acevedo et al., 2008), en esta 
tesis hemos partido de la hipótesis de que la infección por MAP podría ser detectada en un elevado 
numero de ciervos ibéricos. Además, otras especies, como el jabalí o los carnívoros, también 
podrían constituir indicadores de paratuberculosis. 
 
En consecuencia, la hipótesis de partida puede formularse de la siguiente forma: 
Dado que muchas enfermedades de la fauna silvestre son compartidas con el hombre y con los 
animales domésticos, y de que los pastos y puntos de agua compartidos facilitan el contacto entre 
fauna silvestre y rumiantes domésticos, es posible que algunos mamíferos silvestres, 
particularmente cérvidos y lagomorfos, participen activamente en la epidemiología de MAP, 
complicando su control en las especies de producción. Esto estaría favorecido por la alta densidad 
poblacional del ciervo en algunas regiones de la península ibérica y considerando que en algunas 




Por ello, es necesario realizar un estudio de la ecología, patología y genética de estos mamíferos 





1. Recopilar la información existente en la literatura científica sobre paratuberculosis en 
animales domésticos y en fauna silvestre. 
Particularmente con objeto de poder abordar las siguientes cuestiones: (1) ¿Cuál es el papel que los 
hospedadores silvestres juegan como reservorios para el ganado domestico? (2) ¿Es MAP un factor 
significativo en la dinámica de la población de algunas especies de la fauna silvestre? (3) ¿Cuál es 
la relevancia de MAP en fauna silvestre, en relación con la especificidad del diagnostico de 
tuberculosis?  
2. Optimizar los métodos de diagnóstico de paratuberculosis para su aplicación a fauna 
silvestre. 
Estas técnicas están desarrolladas en el ciervo (principalmente por investigadores neozelandeses) y 
en el conejo (por investigadores escoceses), pero existen lagunas importantes en cuanto a la 
interferencia de otras micobacteriosis en el diagnóstico, así como en el diagnóstico de 
paratuberculosis en otros taxones. Por ello, también se pretende evaluar la eficacia de los ensayos 
serológicos en cuanto a la interferencia de otras micobacteriosis en el diagnóstico. 
3. Estudiar el papel de la fauna silvestre española como reservorio de paratuberculosis. 
Este estudio es de gran importancia, dado que si la paratuberculosis fuese mantenida principalmente 
por rumiantes domésticos, las prevalencias en fauna silvestre serían mayores en presencia de éstos, 
a igualdad de otros factores de riesgo. En cambio, si se detectasen prevalencias elevadas de contacto 
con MAP en fauna silvestre en ausencia de ganado doméstico, la fauna silvestre podría constituir un 
reservorio. 
Situaciones complejas tales como las propias de los países mediterráneos, con distintos rumiantes 
domésticos afectados y más de una especie como hospedador silvestre potencial, resultan 
especialmente interesantes. Particularmente, se realizará un análisis de la prevalencia de 




4. Identificar nuevos mecanismos moleculares de importancia en la interacción MAP – 
hospedador. 
Para ello, se realizará un análisis de la relación patógeno–hospedador utilizando como modelo el 
ciervo ibérico y empleando las modernas técnicas de la genómica funcional y la transcriptómica. 
El análisis genómico propuesto permitiría la eventual identificación de nuevos mecanismos 
moleculares de importancia en la interacción MAP–hospedador, que puedan contribuir en el futuro 











Gamos y vacas en el Parque Nacional Doñana. Los rumiantes domésticos pastan en estrecho contacto con la 







En esta revisión tratamos de recopilar la información existente sobre paratuberculosis en animales 
silvestres y su diagnóstico. Además, intentamos responder a tres preguntas fundamentales sobre 
Mycobacterium avium paratuberculosis (MAP) en fauna silvestre: (1) ¿Cuál es el papel que los 
hospedadores silvestres juegan como reservorios para el ganado domestico? (2) ¿Es MAP un factor 
significativo en la dinámica de la población de algunas especies de la fauna silvestre? (3) ¿Cuán 
relevante es MAP en fauna silvestre, en relación con la especificidad del diagnostico de 
tuberculosis?  
Para contestar a estas preguntas hemos analizado un total de 66 artículos, 14 sobre animales en 
cautividad y 52 de vida libre (uno con ambas situaciones de animales en cautividad y de vida libre, 
considerado por ese motivo como dos estudios), sobre un total de 178 especies. Para cada especie 
hemos reunido los datos cuantitativos sobre muestreo, prevalencia y diagnostico.  
El cultivo es la prueba diagnóstica mas utilizada (58.5%), seguido por serología, histopatología y 
PCR. Además, se observa que el tamaño medio de muestra es mayor en el caso del cultivo, 
aumentando en el tiempo desde una media de 190 muestras por estudio antes del año 2000, hasta 
una media de 429 después del 2000. La prevalencia media de infección o de contacto con MAP, 
combinando los cuatro métodos, fue del 2,41%. Sin embargo, la prevalencia media estimada por 
PCR fue tres veces mayor respecto a cada una de las otras técnicas. Ello sugiere una mayor 









































































































Paratuberculosis del conejo silvestre europeo en la península ibérica 
 
 
Lesiones de paratuberculosis en la válvula ileocecal de un conejo de Cádiz (Ref. M653/09). Hematoxilina-Eosina; 





Entre los animales silvestres no rumiantes, portadores de Mycobacterium avium paratuberculosis 
(MAP), se piensa que los conejos (Oryctolagus cuniculus) puedan representar el mayor riesgo de 
trasmisión al ganado doméstico. En este estudio hemos analizado los cadáveres de 80 conejos 
cazados en una localidad de la provincia de Cádiz en el Sur de España, y sueros de 157 conejos 
más, provenientes de otros 7 lugares situados en la península ibérica e Islas Chafarinas (África). En 
ocho de 10 conejos examinados por histopatología se observó la presencia de lesiones compatibles 
con MAP. Éstas variaron desde formas focales hasta formas multibacilares. En un conejo con 
lesiones multibacilares, la presencia de DNA de MAP fue confirmada mediante PCR en tiempo real 
con los primers para IS-900 e ISMAP02. Sin embargo, no fue posible aislar MAP por cultivo de 
ninguna de las 47 muestras de tejido (linfonodos mesentéricos y apéndice cecal) inoculadas en 
medios específicos. En este trabajo se adaptó un ELISA indirecto para la detección de anticuerpos 
frente a MAP en conejo. Seis de 237 sueros (2.5%) resultaron positivos con el ELISA. Esta prueba 
detectó anticuerpos en conejos de 3 de los 8 lugares de muestreo. Teniendo en cuenta la creciente 
importancia de la paratuberculosis para la salud animal, y el hecho de que el conejo es reconocido 



































Paratuberculosis en canidos silvestres en el suroeste de Europa  
 
 
Zorro buscando alimento. Los cánidos son predadores y carroñeros, por lo que potencialmente podrían servir de 









Los carnívoros silvestres están en la cúspide de la pirámide trófica. Son predadores y pueden ser 
carroñeros. Por lo tanto, tienen más posibilidades de entrar en contacto con agentes patógenos 
contaminantes del medio ambiente o presentes en animales. Los carnívoros infectados con MAP 
generalmente no muestran lesiones a nivel anatomopatológico. En Norteamérica se han encontrado 
niveles relativamente altos de contacto con MAP en mapaches (Procyon lotor), zorros (Vulpes 
vulpes), coyotes (Canis latrans), gatos (Felis catus) y mofetas (Mephitis mephitis). Además de esto, 
los zorros, por ejemplo, pueden realizar grandes desplazamientos, suponiendo potencialmente una 
capacidad para difusión a larga distancia de la infección. Hemos partido de la hipótesis de que los 
cánidos silvestres pueden ser usados como centinelas en áreas con alta prevalencia de 
Mycobacterium avium paratuberculosis en fauna silvestres y domestica. Para comprobar esta 
hipótesis, hemos adaptado un ELISA indirecto para la detención de anticuerpos frente a MAP en 
sueros de 23 lobos (Canis lupus) y 239 zorros, procesando también un pool de muestras para cultivo 
(n=61) y analizando 15 muestras mediante PCR especifica para MAP y 14 para histopatología. En 
los lobos, los valores de la densidad óptica (OD) en ELISA estaban distribuidos de forma continua. 
Diez zorros (4%) tenían una densidad óptica superior al doble de la media, lo que sugiere el 
contacto con micobacterias. Sin embargo, todas las muestras testadas mediante PCR resultaron 
negativas para PCR en tiempo real utilizando los cebadores IS900 y ISMAP02. Igualmente, 
ninguno de los cultivos presentó crecimiento alguno. Tampoco se revelaron lesiones compatibles 
con paratuberculosis, ni se observaron cambios reseñables en los estudios histopatológicos. En 
conjunto, estos resultados sugieren que los cánidos silvestres muestran poca o ninguna evidencia de 
paratuberculosis, y que, en consecuencia, no resultan de utilidad como centinelas para la vigilancia 






































Fotocomposición sobre paratuberculosis en ciervo. Arriba a la izquierda, primala de granja sacrificada por emaciación y 
diarreas. Arriba a la derecha, lesiones necróticas difusas en los linfonodos mesentéricos de la misma primala 
(Fotografías de M. Reglero). Abajo a la izquierda, linfadenitis granulomatosa en un ciervo de los Alpes italianos (Foto: 
P. G. Meneguz). Abajo a la derecha, corte histológico de la tonsila de una cierva de granja con paratuberculosis, teñida 







El papel que pueda jugar el ciervo (Cervus elaphus) como reservorio de Mycobacterium avium 
paratuberculosis (MAP) es todavía desconocido. Algunas referencias encuentran prevalencias de 
infección de hasta el 33% en los Alpes, mientras que en otro lugares se señala una prevalencia muy 
baja (0-0.5%). Considerando la alta densidad poblacional del ciervo en algunas regiones de la 
península ibérica, que llega a alcanzar los 70 individuos por km
2
, en esta tesis hemos partido de la 
hipótesis de que la paratuberculosis podría ser detectada en un elevado numero de ciervos ibéricos. 
En este trabajo hemos analizado, mediante patología, cultivo y serología, muestras provenientes de 
332 ciervos cazados entre 2005 y 2009. La histopatología reveló solamente tres animales (1.12%) 
que mostraban lesiones focales. No se observó crecimiento en cultivo. En ELISA, las densidades 
ópticas en placas antigenadas con Paratuberculosis Protoplasmatic Antigen 3 (PPA3) y bovine 
Purified Protein Derivative (bPPD), respectivamente, estaban significativamente correlacionadas. 
Ello sugiere una reacción cruzada y, por lo tanto, una falta de especificad del test. Los resultados 
obtenidos contrastan con la situación descrita en otras regiones, y permiten descartar al ciervo como 
















Análisis de la relación hospedador-patógenos intracelulares (Anaplasma y Mycobacterium) en 




Ciervo común. Los rumiantes silvestres infectados de forma natural pueden aportar información interesante para el 






Los patógenos de los géneros Anaplasma y Mycobacterium figuran entre los patógenos bacterianos 
más prevalentes en el ciervo (Cervus elaphus) del sur-oeste de España. Se sabe que estos patógenos 
modifican la expresión génica en los rumiantes. En este trabajo hemos utilizado la hibridación con 
microarray y la RT-PCR en tiempo real (qRT-PCR) para (1) caracterizar el perfil global de la 
expresión génica en el ciervo en respuesta a las infecciones por Anaplasma ovis y Anaplasma 
ovis/Mycobacterium bovis/ Mycobacterium avium subs. paratuberculosis (MAP); (2) comparar la 
expresión génica de la respuesta inmune en ciervos infectados con A. ovis, M. bovis y A. ovis/M. 
bovis/MAP, así como para (3) caracterizar la diferencia de expresión de genes relacionados con la 
inmunidad en ciervos y bóvidos infectados con M. bovis y Anaplasma marginale. Globalmente, el 
análisis conjunto de la expresión diferencial de genes en ciervos infectados con A. ovis y A.ovis/M. 
bovis/MAP reveló la modificación de ciertos procesos biológicos celulares comunes y específicos 
para estos patógenos. La expresión diferencial de genes relacionados con la inmunidad del 
hospedador mostró patrones característicos de la respuesta del hospedador al patógeno, así como el 
efecto de la infección con múltiples patógenos en la respuesta inmune del ciervo. Estas diferencias 
específicas de la respuesta al patógeno y del hospedador podrían contribuir a mejorar el diagnóstico 











































La revisión bibliográfica ha sido esencial para tener una visión más clara y actual sobre la 
paratuberculosis en fauna silvestre. Se trata de una infección común, de amplia distribución 
geográfica, presente en un gran número de hospedadores silvestres. Sin embargo, sólo unas pocas 
especies son consideradas verdaderos reservorios, y nunca (salvo en granjas de ciervo) se considera 
que la paratuberculosis constituya un factor importante de mortalidad en fauna silvestre. En 
consecuencia, el aspecto más importante de MAP en la fauna silvestre española es su posible 
interferencia con el diagnóstico y el seguimiento de la tuberculosis (Boadella et al. 2011). El 
problema fundamental en el estudio de esta enfermedad es la ausencia de un único test que combine 
una alta sensibilidad junto a una alta especificidad. Por el contrario, es necesario combinar varias 
pruebas en paralelo, que en su conjunto darán fiabilidad a los resultados. Esta aproximación es la 
aplicada en esta tesis, donde se han combinado los estudios anatomopatológicos con el cultivo, la 
serología y, en determinadas ocasiones, la PCR y otras técnicas de genómica funcional. Esta 
combinación, sumada a algunos trabajos previos del IREC y de otros grupos de investigación 
españoles, permite tener una visión muy completa sobre la paratuberculosis en la fauna ibérica. 
Los trabajos sobre MAP en fauna ibérica pueden, a su vez, dividirse en tres grupos, tal y como se ha 
hecho en esta tesis doctoral. En primer lugar estarían los estudios epidemiológicos descriptivos 
sobre aquellas especies que podrían jugar un papel como reservorios silvestres de paratuberculosis. 
En segundo lugar estarían aquellas otras especies que, sin tener potencial como reservorio, podrían 
constituir buenos indicadores de la presencia de paratuberculosis en su entorno. Finalmente, 
encontraríamos los trabajos relacionados con la interacción entre MAP u otros patógenos 









En el primer grupo, el de los potenciales reservorios, situaríamos, de acuerdo con la literatura 
internacional, algunos rumiantes silvestres, principalmente cérvidos (Chiodini and Van Kruiningen, 
1983; Nebbia et al., 2000) y al conejo (Daniels et al., 2003). En España existen dos situaciones, 
muy localizadas geográficamente, en las que puede hablarse de la posible existencia de un 
reservorio silvestre de MAP: la reserva de caza del Sueve en Asturias y una parte del parque natural 
de Los Alcornocales, en Cádiz. Ambas son zonas de abundante pluviometría y próximas al mar, 
caracterizadas por un intenso aprovechamiento de los pastos por rumiantes domésticos (ovejas y 
vacas en el Sueve y ciervos en Los Alcornocales). Esos pastos son compartidos con rumiantes 
silvestres (ciervo y gamo) en Asturias, y por conejos en Cádiz. En ambos casos, la paratuberculosis 
afecta tanto a domésticos como a silvestres, dando lugar a situaciones multi-hospedador (Raizman 
et al., 2005).  
El caso asturiano había sido estudiado sobre todo en relación con el gamo, encontrándose una 
elevada prevalencia de gamos con lesiones y algunos individuos con lesiones difusas multibacilares, 
compatibles con una fuerte excreción de MAP (Balseiro et al., 2008). Particularmente, los ciervos 
estudiados en la presente tesis, que incluían 83 animales muestreados precisamente en el entorno 
del Sueve, no presentaron tales lesiones, indicando un nulo papel de los mismos en la epidemiología 
de MAP en el Sueve (Carta et al., 2012).  
En Cádiz se han diagnosticado repetidamente casos clínicos de paratuberculosis en una granja de 
ciervos. Estos casos dieron lugar a la puesta en marcha de un estricto programa de testado y 
eliminación, que ha dado lugar al cese de los citados casos clínicos (Fernández-de-Mera et al., 
2009; Queirós et al., 2012). La investigación sobre los conejos capturados en los pastizales de esta 
granja ha permitido confirmar la existencia de infección por MAP y, al igual que en el caso del 
gamo, la presencia de conejos con lesiones difusas multibacilares (Maio et al., 2011). Teniendo en 
cuenta la creciente importancia de paratuberculosis para la salud animal, y el hecho de que el conejo 
sea reconocido en Escocia como reservorio de MAP, estos resultados podrían ser de utilidad en 
investigaciones futuras. 
 
En consecuencia, el conejo en Cádiz y el gamo en Asturias podrían dificultar el control de la 




locales, donde un hospedador susceptible coincide con la presencia de altas densidades de 
hospedadores domésticos y en un ambiente seguramente adecuado para la supervivencia de MAP. 
Además, el control de paratuberculosis se basa en actuaciones sobre el ganado infectado, y sólo en 
segundo lugar tiene sentido ampliar el control a eventuales reservorios silvestres.  
La situación más habitual es por el contrario bien distinta. El rebeco cantábrico y el corzo, por 
ejemplo, tienen contacto con MAP en proporciones comparables a las encontradas en especies 
ganaderas en régimen extensivo. Sin embargo, estas especies no constituyen un reservorio 
significativo de MAP para el ganado doméstico (Boadella et al., 2010, Falconi et al., 2010). En el 
ciervo, la paratuberculosis constituye un problema relevante en las granjas pero no tanto en las 
poblaciones naturales (Fernández de Mera et al., 2009). En efecto, el análisis histopatológico y 
microbiológico de una amplia muestra de ciervos ibéricos no permitió ningún aislamiento, ni la 
observación de casos de infección multibacilar (Carta et al., 2012).  
Los resultados negativos en el ciervo tienen importancia epidemiológica. En primer lugar, dada la 
baja prevalencia de MAP en esta especie, MAP no interfiere en el uso de lesiones como indicador 
en la vigilancia de tuberculosis (Martin-Hernando et al., 2010; Boadella et al., 2011). En segundo 
lugar, sabiendo que la enfermedad se manifiesta casi exclusivamente en ciervos de granja, conviene 
tomar precauciones en relación con las sueltas de estos animales al medio natural.  
La duda que surge es ¿Por qué hay prevalencia de MAP en ciervos de granja, pero no en ciervos de 
vida libre, considerando la abundancia de estos últimos? Las explicaciones pueden ser debidas al 
hecho que las ciervas silvestres, para parir, se alejan del grupo, disminuyendo la posibilidad de 
infecciones neonatales (Mackintosh et al., 2010). Sin embargo, ello no explica la elevada 
prevalencia que se encuentra en los Alpes (Robino et al., 2008). Otro punto interesante es que 
Balseiro y colaboradores (2008) encontraron MAP en gamos, incluyendo lesiones multibacilares, 
que suponen una fuerte excreción de MAP al medio. Sin embargo, nuestro estudio incluyó ciervos 
de la misma localidad que los gamos y no encontró nada similar. Cabe entonces la posibilidad de 
que los gamos, por motivos fisiológicos o de comportamiento, resulten más susceptibles a MAP que 
los ciervos. Por ejemplo, los gamos son mucho más gregarios que los ciervos (Putman, 1988). Por 
otra parte, es posible que MAP requiera condiciones ambientales determinadas, y que los 





Fauna silvestre como centinelas de MAP 
 
El segundo aspecto abordado en la tesis es el estudio de la potencialidad de algunas especies de 
fauna silvestre como indicadoras de paratuberculosis. En el jabalí, la detección de anticuerpos frente 
al (supuestamente específico) antígeno PPA3 se produce principalmente en ejemplares infectados 
por Mycobacterium bovis. No obstante, la seropositividad a PPA3 es muy baja en áreas no 
endémicas de tuberculosis. Esto sugiere una nula relevancia del jabalí como reservorio de MAP y 
una escasa utilidad como especie centinela o indicadora (Boadella et al. 2011). 
En cuanto a los carnívoros, los estudios sobre zorro y lobo que forman parte de esta tesis permiten 
concluir que, al igual que el jabalí, no sirven de indicadores de paratuberculosis (Carta et al. 2011). 
Los análisis en tejones tampoco encontraron MAP por histopatología y cultivo (Balseiro et al. 
2011a, 2011b). 
Los resultados negativos de prevalencia obtenidos en carnívoros silvestres ibéricos contrastan con 
los niveles relativamente altos encontrados en mapaches, zorros, coyotes, gatos silvestres y mofetas 
en Wisconsin, EEUU (Anderson et al., 2007). Las diferencias de prevalencia entre nuestros 
resultados y el estudio de Wisconsin podrían explicarse por las diferencias en el alcance del 
muestreo o por una distinta sensibilidad de los análisis de PCR, según los protocolos utilizados en 
los dos estudios. 
 
Interacción entre MAP y sus hospedadores silvestres 
 
Las especies de los géneros Anaplasma y Mycobacterium se encuentran entre los patógenos 
bacterianos más prevalentes en el ciervo en España. Ambos géneros tienen la capacidad de 
modificar la expresión génica en los rumiantes infectados. En esta tesis utilizamos la hibridación en 
microarrays y la RT-PCR en tiempo real para caracterizar la expresión génica global del ciervo en 
respuesta a infecciones naturales con Anaplasma ovis y co-infecciones A. ovis/Mycobacterium 




Las respuestas específicas de cada patógeno y cada especie hospedadora pueden eventualmente 
aportar conocimientos básicos para el futuro desarrollo de mejoras en el diagnóstico y tratamiento 
de estas infecciones (Galindo et al., 2010). El análisis realizado permitió valorar el efecto de la co-
infección con múltiples patógenos intracelulares sobre la respuesta inmune del ciervo. Sin embargo 
una de las limitaciones de este estudio fue que no pudimos contar con ciervos infectados sólo con 
MAP, y, por lo tanto, no se descartan posibles coinfecciones con otros patógenos intracelulares, 











Esta tesis aborda el papel de los animales silvestres en relación con la paratuberculosis, en la 
península ibérica bajo la hipótesis de que debido a su alta densidad poblacional de ciervos, la 
paratuberculosis podría ser detectada en un elevado numero de ciervos ibéricos. Además, otras 
especies, como el jabalí, los conejos o los carnívoros, también podrían constituir indicadores de 
paratuberculosis. En concreto, se plantean los siguientes objetivos: 
1. Actualizar todas las informaciones vigentes sobre paratuberculosis en fauna silvestre 
2. Analizar especificidad y sensibilidad de los métodos de diagnóstico en la detención de MAP; 
3. Ver si MAP sea un factor significativo en la dinámica de la población de algunas especies de 
la fauna silvestre española 
4. Caracterizar la diferencia de expresión de genes relacionados con la inmunidad en ciervos y 
bóvidos infectados con M. bovis y Anaplasma marginale. 
 
La tesis se estructura en cinco capítulos. El primero de ellos es una revisión bibliográfica sobre la 
paratuberculosis en la fauna silvestre, que permite conocer el estado actual de conocimientos sobre 
su posible implicación en el mantenimiento de MAP, su efecto sobre sus poblaciones, y las 
consecuencias de paratuberculosis sobre la vigilancia sanitaria de otras micobacteriosis, 
particularmente la tuberculosis. Los siguientes tres capítulos describen el papel del conejo como 
posible reservorio local de paratuberculosis en la península ibérica; la ausencia de utilidad de los 
cánidos ibéricos (lobo y zorro) como posibles centinelas de la circulación de MAP; y el hecho de 
que, contrariamente a lo esperado, el ciervo no constituye un reservorio de paratuberculosis en el 
área de estudio. El quinto y último capítulo analiza la expresión de genes relacionados con la 







En la revisión bibliográfica que constituye el capítulo 1 de esta tesis se recopila la información 
existente sobre paratuberculosis en animales silvestres y su diagnóstico.  
Esta revisión demuestra que MAP circula en casi todo el mundo, entre diferentes vertebrados 
silvestres. De todas las especies estudiadas, solamente cinco son considerados como reservorios, 
incluyendo varios rumiantes como el ciervo de cola blanca en Norteamérica, ciervo y corzo en los 
Alpes, y gamo en Asturias, y el conejo en Escocia y, probablemente, en Nueva Zelanda, España y 
República Checa. La literatura sobre cérvidos y conejos sugiere que puedan participar en la 
epidemiología de MAP, pero siempre dependiendo de la región geográfica. La excreción de MAP 
por parte de los animales silvestres es menor que la excreción por bovinos clínicamente afectados 
(Daniels et al., 2003a). No obstante, el principal reservorio mundial de MAP lo constituyen los 
propios rumiantes domésticos, por lo que el papel de los rumiantes silvestres como reservorio 
tendría una relevancia muy local, en lugares donde los rumiantes domésticos sean objeto de control 
y coexistan con un reservorio silvestre (Raizman et al., 2005). En ningún caso los investigadores 
han llegado a concluir que paratuberculosis constituya un factor limitante para la dinámica de una 
población silvestre. Los principales problemas de la presencia de paratuberculosis se relacionan con 
animales en cautividad o con animales expuestos a una elevada contaminación ambiental por MAP 
con origen en los rumiantes domésticos.  
En ningún caso los investigadores han llegado a concluir que la paratuberculosis constituya un 
factor limitante para la dinámica de una población silvestre. Los principales problemas se 
relacionan con animales en cautividad (por ejemplo en granjas de ciervo, Kopecna et al., 2008b; 
Mackintosh et al., 2004) o con animales expuestos a una elevada contaminación ambiental por 
MAP con origen en los rumiantes domésticos (Maio et al., 2011). 
En cambio, sí es importante la reacción cruzada entre antígenos del complejo Mycobacterium avium 
y antígenos del complejo M. tuberculosis (en pruebas serológicas) y la falta de especificidad en 
PCR y en patología. Estos problemas son debidos a las similitudes entre MAP y otras 




agente causal de la tuberculosis bovina. En consecuencia, MAP puede comprometer el diagnostico 
y control de la tuberculosis, por ejemplo en ciervos de granja o en traslados de fauna silvestre 
(Fernandez-de-Mera et al., 2009).  
Igualmente, MAP limita la utilidad del diagnóstico de las micobacteriosis en la fauna silvestre 
mediante pruebas de detención de anticuerpos (Boadella et al., 2011, Carta et al., 2012). Esto 
coincide con cuanto ocurre en el ámbito de los rumiantes domésticos, donde es sabido que la 
infección por MAP puede limitar la especificad y la sensibilidad de las pruebas de tuberculosis y 
por lo tanto afectar a las campañas de erradicación de tuberculosis (Alvarez et al., 2008, 2011). 
 
Capítulo 2 
La paratuberculosis, o enfermedad de Johne, es una enteritis crónica compartida entre el ganado 
doméstico y fauna silvestre. Además de numerosos rumiantes silvestres, también el conejo puede 
actuar como reservorio de Mycobacterium avium paratuberculosis (MAP). No obstante, apenas se 
conoce el papel epidemiológico del conejo en relación con MAP fuera de Escocia.  
A través de la biología molecular y la histopatología, se ha evidenciado la presencia de MAP en 
conejos del Sur Europa y se ha desarrollado una prueba ELISA indirecta para la detención de 
anticuerpos específicos frente a MAP. Este trabajo también describe las diferentes formas 
patológicas presentes en conejos con paratuberculosis. Se han muestreado 80 conejos del sur de 
España, y sueros de 157 conejos más, provenientes de otros 7 lugares. Se han inmunizado 4 conejos 
domésticos mediante inoculación de un antígeno específico (Paratuberculosis Protoplasmátic 
Antigen 3, PPA3), al fin de disponer de controles positivos en la prueba ELISA. Se utilizaron sueros 
de conejos de granja sin contacto con MAP como controles negativos, al fin de establecer un punto 
de corte. Eligiendo el punto de corte de 0,5 de densidad óptica (DO), se identificaron como 
positivos con la prueba ELISA 6 de los 237 sueros de conejos silvestres testados (2,5%). Se 
detectaron anticuerpos específicos anti-MAP en conejos provenientes de 3 de las 8 áreas de estudio. 
 En la necroscopia, 2 de 80 conejos presentaron lesiones macroscópicas compatibles con 
paratuberculosis. La histopatología reveló presencia de paratuberculosis con lesiones que iban de 




confirmada mediante RT-PCR en un conejo con lesiones macroscópicas, evaluando la curva de 
amplificación de los fragmentos IS-900 e ISMAP02.  
Por lo tanto, en este estudio, se ha confirmado por primera vez la infección y la clínica en conejos 
silvestres del sur de Europa, y se ha comprobado que el contacto del conejo silvestre con MAP está 
muy extendido. Considerando la creciente importancia de MAP en la salud animal, estos resultados 
abren nuevas ventanas para futuras investigaciones. 
 
Capítulo 3  
Los carnívoros silvestres siendo predadores y tal vez carroñeros tienen más posibilidades de entrar 
en contacto con agentes patógenos contaminantes del medio ambiente o presentes en animales.  
Por ello, en el capítulo 3 de esta tesis hemos partido de la hipótesis de que los cánidos silvestres 
pueden ser usados como centinelas en áreas con alta prevalencia de MAP en fauna silvestre y 
domestica. Para comprobar esta hipótesis se muestrearon, entre 2004 y 2009, 24 lobos y 285 zorros 
procedentes de distintas regiones peninsulares. En el laboratorio los cadáveres fueron necropsiados, 
y las muestras conservadas en congelación y en formol para histopatología. En la necropsia no se 
detectaron lesiones compatibles con MAP. Se adaptó un ELISA indirecto para la detención de 
anticuerpos frente a MAP en suero, procesando también un pool de muestras para cultivo (n=61) y 
analizando 15 muestras mediante PCR especifica para MAP y 14 para histopatología.  
Los resultados obtenidos muestran como los cánidos silvestres no sean útil como centinelas de 
paratuberculosis para la vigilancia sanitaria en el suroeste de Europa. 
 
Capítulo 4 
En este trabajo, que forma el capítulo 4 de esta tesis, hemos analizado mediante patología, cultivo y 
serología, muestras provenientes de 332 ciervos cazados en distintas regiones de la península 
ibérica. Entre 2005 y 2009 hemos podido obtener muestras de 332 ciervos. Éstos animales se 




et al., 2010). Se tomaron muestras de los linfonodos de la cadena mesentérica, incluyendo el 
linfonodo ileocecal, así como la válvula ileocecal para histopatología (Balseiro et al., 2008). Un 
pool de linfonodos mesentéricos se utilizó para cultivo (Sevilla et al., 2007). 
La histopatología reveló solamente tres animales (1.12%) que mostraban lesiones focales 
compatibles con paratuberculosis en el área interfolicular del tejido linfoide intestinal. En estas 
lesiones no se encontraron organismos ácido-alcohol resistentes en las tinciones de Ziehl Neelsen. 
Se encontraron lesiones compatibles con tuberculosis en 25 animales (8.4%). No se observó 
crecimiento de MAP en cultivo. En ELISA, las densidades ópticas en placas antigenadas con 
Paratuberculosis Protoplasmatic Antigen 3 (PPA3) y bovine Purified Protein Derivative (bPPD), 
respectivamente, estaban significativamente correlacionadas. Ello sugiere una reacción cruzada y, 
por lo tanto, una falta de especificad del test.  
Los resultados obtenidos contrastan con la situación descrita en otras regiones, y permiten descartar 
al ciervo como reservorio de paratuberculosis en el área de estudio. Los únicos ciervos 
significativamente afectados por la paratuberculosis serían por tanto los ciervos de granja 
(Fernández-de-Mera et al., 2009).  
 
Capítulo 5 
Los patógenos de los géneros Anaplasma y Mycobacterium figuran entre los patógenos bacterianos 
más prevalentes en el ciervo del sur-oeste de España. Se sabe que estos patógenos modifican la 
expresión génica en los rumiantes.  
En este trabajo, que conforma el capítulo 5 de esta tesis, hemos utilizado la hibridación con 
microarray y la RT-PCR en tiempo real para caracterizar el perfil global de la expresión génica en el 
ciervo en respuesta a las infecciones por Anaplasma ovis y Anaplasma ovis/Mycobacterium bovis/ 
Mycobacterium avium paratuberculosis (MAP); comparar la expresión génica de la respuesta 
inmune en ciervos infectados con A. ovis, M. bovis y A. ovis/M. bovis/MAP, así como para 
caracterizar la diferencia de expresión de genes relacionados con la inmunidad en ciervos y bóvidos 




Globalmente, la expresión diferencial de genes en ciervos infectados con A. ovis y A.ovis/M. 
bovis/MAP resultó en la modificación de procesos biológicos celulares comunes y específicos para 
estos patógenos.  
La expresión diferencial de genes relacionados con la inmunidad del hospedador mostró patrones 
característicos de la respuesta del hospedador al patógeno, así como el efecto de la infección con 
múltiples patógenos en la respuesta inmune del ciervo.  
Estas diferencias específicas del patógeno y del hospedador podrían contribuir a mejorar el 








This thesis attempts to evaluate the role of wildlife in relation to pararatuberculosis in the Iberian 
Peninsula under the assumption that the contact between wildlife and domestic ruminants is 
increasing due to the demographic and geographic expansion of some species and to changes in 
management systems. 
 In particular, we established the following objetives: 
1. To collect and review the information of the scientific literature about paratuberculosis in 
domestic animals and wildlife. 
2. To optimize some paratuberculosis diagnostic methods for application in wildlife. 
3. To study the putative role of wildlife as a reservoir for paratuberculosis. 
4. To identify new molecular mechanisms important in the Mycobacterium avium 
paratuberculosis (MAP) - host interaction. 
The thesis is divided into five chapters. The first one is a review on paratuberculosis in wildlife, 
which identifies the current state of knowledge about their possible involvement in the maintenance 
of MAP, its effect on populations, and the impact of paratuberculosis on health surveillance for 
other mycobacterial infection, particularly tuberculosis. The next three chapters describe the role of 
rabbits as a possible local paratuberculosis reservoir in the iberian peninsula, the putative role of the 
iberian canids (wolf and fox) as sentinels for MAP circulation, and the fact that, contrary to our 
expectations, deer are not a reservoir of paratuberculosis in the study area. The fifth and final 
chapter analyzes the expression of genes related to immunity in response to infection of ruminants 





Chapter 1 reviews the information about paratuberculosis in wild animals and the diagnostic 
methods. This review indicates that MAP circulates in most of the world, among different wild 
vertebrates. Among all species studied, only five are considered as reservoirs, including several 
ruminants, such as white-tailed deer in North America, red deer and roe deer in the Alps, and fallow 
deer in Asturias, Spain, and the rabbit in Scotland and probably in New Zealand, Spain and Czech 
Republic. The literature suggests that deer and rabbits can participate in the epidemiology of MAP, 
but always depending on the geographic region. The excretion intensity of MAP by wild animals is 
lower than the excretion by clinically affected cattle. Indeed, the main reservoir of MAP is domestic 
ruminants, so the role of wildlife as a reservoir would have a very local relevance, in places where 
domestic ruminants are controlled for MAP infection and coexist with a wild reservoir. No study 
concluded that paratuberculosis constitutes a limiting factor for the dynamics of a wild population. 
The main problems with the presence of paratuberculosis are related to captive animals or animals 
exposed to high environmental contamination by MAP originating from domestic ruminants. The 
cross-reaction between antigens of Mycobacterium avium complex and M. tuberculosis complex 
antigens (serology) and the lack of specificity in PCR and pathology is important. Consequently, 
MAP can compromise the diagnosis and control of tuberculosis, for example in farmed deer or in 
wildlife disease surveillance. 
 
Paratuberculosis is a chronic enteritis shared between domestic livestock and wildlife. In addition to 
numerous wild ruminants, rabbits could also act as a reservoir of Mycobacterium avium 
paratuberculosis (MAP). Using molecular biology and histopathology techniques, chapter 2 
describes the presence of MAP in rabbits in southern Europe and the development of an indirect 
ELISA for the detention of specific antibodies against MAP. This chapter also describes the 
different pathological forms present in rabbits with paratuberculosis. 6 of the 237 tested sera from 
wild rabbits (2.5%) were identified as positive with the ELISA. Specific antibodies anti-MAP were 
detected in rabbit from 3 of the 8 areas studied. Necropsy revealed that 2 of 80 rabbits had gross 
lesions compatible with paratuberculosis. Histopathology revealed the presence of paratuberculosis 
lesions ranging from focal to multibacillary in 8 of the 10 rabbits examined. The presence of MAP 
was confirmed by RT-PCR. Therefore, in this study we confirmed, for the first time, the clinics and 




rabbit with MAP is widespread. Considering the growing importance of MAP in animal health, 
these findings open new windows for future research. 
 
In chapter 3 of this thesis we tested the hypothesis that wild canids, given their trophic ecology, 
could be used as sentinels in areas with high prevalence of MAP in wildlife and domestic animals. 
To test this hypothesis, we sampled 24 wolves and 285 foxes from different regions of the 
Peninsula, between 2004 and 2009. Our results rejected the hypothesis that wild canids may be 
useful as sentinels of paratuberculosis in southwestern Europe. 
 
In chapter 4 we analyzed samples from 332 red deer sampled in different regions of the iberian 
peninsula. Histopathology revealed only three animals (1.12%) showing focal lesions compatible 
with paratuberculosis. No MAP growth was observed in culture. In ELISA, the optical densities of 
plates coated with Protoplasmatic Paratuberculosis Antigen 3 (PPA3) Purified Protein Derivative 
and bovine (BOPD), respectively, were significantly correlated. This suggests a cross-reaction and, 
therefore, a lack of specificity of the test. The results contrast with the situation described in other 
regions, and led us to reject the hypothesis that the deer could act as a reservoir for paratuberculosis 
in the study area. 
 
Pathogens of the genera Anaplasma and Mycobacterium are among the most prevalent bacterial 
pathogens of deer from the south-west of Spain. These pathogens are known to alter gene 
expression in ruminants. In chapter 5 of this thesis, we used microarray hybridization and real time 
qRT-PCR to characterize the global profile of gene expression in deer in response to infections 
Anaplasma ovis and Anaplasma ovis / Mycobacterium bovis / Mycobacterium avium 
paratuberculosis (MAP), to compare gene expression of immune response in deer infected with A. 
ovis, M. bovis and A. ovis / M. bovis / MAP, and to characterize the differential expression 
expression of genes related to immunity in deer and cattle infected with M. bovis and Anaplasma 
marginale. Overall, the differential gene expression in deer infected with A. ovis / M. bovis / MAP 




pathogens. These specific differences of the pathogen and host may contribute to improve the 







1.- El diagnóstico de la paratuberculosis o de la infección por Mycobacterium avium 
paratuberculosis (MAP) en animales silvestres requiere combinar varias técnicas, incluyendo 
fundamentalmente la histopatología y el cultivo. El trabajo con fauna silvestre genera muestras más 
heterogéneas y, a menudo, de peor calidad que el trabajo con especies ganaderas. En esta tesis se 
han combinado los estudios anatomopatológicos con el cultivo, la serología y, en determinadas 
ocasiones, la PCR. Esta combinación permite tener una visión muy completa sobre la 
paratuberculosis en la fauna Ibérica. 
 
2.- El conejo (Oryctolagus cuniculus) es localmente un potencial reservorio silvestre de MAP en 
ambientes termomediterráneos de la península ibérica. En este trabajo se ha observado que el 
conejo puede desarrollar lesiones difusas multibacilares de paratuberculosis, y puede presentar 
prevalencias de lesión elevadas, al menos en ambientes intensamente utilizados por rumiantes 
domésticos. En consecuencia, confirmamos el potencial del conejo como reservorio silvestre de 
paratuberculosis.  
 
3.- En la península ibérica los cánidos silvestres zorro (Vulpes vulpes) y lobo (Canis lupus) no 
constituyen buenos indicadores de la presencia de MAP. Al contrario de lo descrito para otras 
regiones geográficas, los cánidos silvestres estudiados en esta tesis no mostraron evidencia 
específica de paratuberculosis y por lo tanto no resultan de utilidad como centinelas de MAP en el 
suroeste de Europa. 
 
4.- En la península ibérica la paratuberculosis no interfiere en el uso de las lesiones visibles como 
herramienta en la vigilancia de tuberculosis en el ciervo (Cervus elaphus). Las poblaciones ibéricas 
de ciervo apenas presentaron lesiones compatibles con paratuberculosis, y tuvieron una nula 




vivamente con las altas prevalencias registradas en granjas de ciervo, en poblaciones naturales de 
ciervo del arco alpino, y en gamos (Dama dama) simpátricos con ciervos de la reserva del Sueve en 
Asturias.  
 
5.- El estudio de la expresión diferencial de genes en ciervos naturalmente infectados con los 
patógenos intracelulares Anaplasma ovis y A.ovis/Mycobacterium bovis/MAP aporta conocimientos 
básicos para el futuro desarrollo de mejoras en el diagnóstico y tratamiento de estas infecciones. En 
esta tesis se ha comprobado que la hibridación en micro-arrays y la RT-PCR en tiempo real son 
útiles para caracterizar la expresión génica global del ciervo en respuesta a infecciones naturales 
con Anaplasma ovis y co-infecciones A. ovis/Mycobacterium bovis/Mycobacterium avium 
paratuberculosis (MAP). Este análisis permitió valorar el efecto de la co-infección con múltiples 
patógenos intracelulares que resultó en la modificación de procesos biológicos celulares comunes y 
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Anseriformes Anatidae Tadorninae Paradise shelducks 
(Tadorna variegata) 
New Zealand 
(Nugent et al., 
2011) 




1 17 17,6 0 0 
 
0 17,6 






14 wild 0 0  0 0  0 0  1 14 0,0 0 
0,0 











1 4 0,0 0 0,0 





(Fattori et al., 
2010) 
47 wild 0 0 
 
1 12 0,0 0 0 
 
1 47 0,0 0 0,0 





(Falconi et al., 
2010) 






































et al., 2009) 






1 101 1,0 0 1,0 
Artiodactyla Bovidae Hippotraginae 












(Sibley et al., 
2007) 
835 wild 0 0 
 


















1 89 0,0 0 0,0 






25 wild 0 0  1 25 100,0 0 0  0 0  25 
100,0 




et al.,2009) 501 wild 0 0  0 0  1 501 4,2 0 0  0 
4,2 






102 wild 0 0  0 0  0 0  1 102 7,8 0 
7,8 
Artiodactyla Cervidae Capreolinae Moose  
(Alces alces) 
Norway 
(Tryland et al., 
2004) 






1 537 1,9 0 1,9 





(Tryland et al., 
2004) 
325 wild 0 0  0 0  0 0  1 325 3,4 0 
3,4 









































Artiodactyla Cervidae Capreolinae 










1 90 26,6 1 97 2,1 2 14,3 
Artiodactyla Cervidae Capreolinae 




(Quist et al, 
2002) 
170 wild 1 170 1,2 0 0  1 96 1,0 1 142 4,9 2 
3,0 











1 309 0,6 0 0 
 
0 #DIV/0! 





(Shulaw et al., 
1986) 






1 954 2,5 0 2,5 







83 wild 1 83 1,2 0 0  1 83 0,0 1 83 0,0 1 
0,4 





(Wolf et al., 
2008) 






1 114 1,8 0 1,8 









1 52 9,6 0 0 
 
0 9,6 
Artiodactyla Cervidae Cervinae 





37 wild 0 0  0 0  1 37 8,1 0 0  0 
8,1 





3 wild 0 0 
 





Artiodactyla Cervidae Cervinae Red deer  
(Cervus elaphus) 
Italy  
(Fattori et al., 
2010) 
97 wild 0 0 
 
1 26 0,0 0 0 
 

































Artiodactyla Cervidae Cervinae Red deer  
(Cervus elaphus) 
Italy  
(Nebbia et al, 
2000) 
19 wild 0 0 
 
1 19 89,5 1 14 21,4 1 10 10,0 6 40,3 
Artiodactyla Cervidae Cervinae 





77 wild 1 77 35,1 1 77 39,0 1 77 16,9 0 0  0 
30,3 
Artiodactyla Cervidae Cervinae Red deer  
(Cervus elaphus) 
Norway 
(Tryland et al., 
2004) 






1 371 1,4 0 #DIV/0! 
Artiodactyla Cervidae Cervinae Fallow Deer  
(Dama dama) 
Spain  
(Álvarez et al., 
2005) 
94 wild 1 94 0,0 0 0 
 
1 94 1,1 0 0 
 
0 0,5 
Artiodactyla Cervidae Cervinae 
Red deer  
(Cervus elaphus) 
Spain  
(Álvarez et al., 
2005) 
101 wild 1 101 0,0 0 0  1 101 0,0 0 0  0 
0,0 
Artiodactyla Cervidae Cervinae Fallow Deer  
(Dama dama) 
Spain 
(Balseiro et al., 
2008) 







Artiodactyla Cervidae Cervinae Red deer  
(Cervus elaphus) 
Spain  
(Carta et al., 
2012) 
332 wild 1 267 1,1 0 0 
 
1 324 0,0 1 238 39,1 0 19,6 
Artiodactyla Cervidae Cervinae 
Fallow Deer  
(Dama dama) 
Spain  
(Marco et al., 
2002) 
33 wild 0 0  0 0  0 0  1 33 0,0 5 
0,0 




et al., 2008) 






1 852 30,2 0 30,2 
Artiodactyla Cervidae Cervinae 













































Artiodactyla Cervidae Cervinae 










1 45 13,0 1 45 40,0 0 26,5 





(Rhyan et al., 
1997) 
289 wild 1 289 0,0 0 0  0 0  0 0  0 
0,0 





(Uhart et al., 
2003) 






1 14 0,0 0 0,0 
Artiodactyla Cervidae Odocoileinae Roe Deer  
(Capreolus capreolus) 
Italy  
(Fattori et al., 
2010) 
428 wild 0 0 
 
1 205 1,0 0 0 
 
1 428 0,0 0 0,5 
Artiodactyla Cervidae Odocoileinae 
Roe Deer  
(Capreolus capreolus) 
Italy  
(Robino et al., 
2008) 
69 wild 1 69 37,7 1 69 29,0 1 69 11,6 0 0  0 
26,1 
Artiodactyla Cervidae Odocoileinae Roe Deer  
(Capreolus capreolus) 
Norway 
(Tryland et al., 
2004) 






1 49 12,2 0 12,2 











1 519 9,2 0 9,2 
Artiodactyla Cervidae  




(Deem et al., 
2004) 








(Trcka et al., 
2006) 









Wild boar  
(Sus scrofa) 
Italy  
(Zanetti et al., 
2008) 
48 wild 0 0 
 





































Wild boar  
(Sus scrofa) 
Spain  
(Álvarez et al., 
2005) 
65 wild 1 65 0,0 0 0 
 
1 65 1,5 0 0 
 
0 0,8 





(Kumar et al., 
2010) 




Indian bison  
(Bos gourus) 
India  
(Singh et al., 
2011) 
13 wild 1 13 46,1 0 0 
 
1 13 61.8 0 0 
 
0 46,1 
Carnivora Canidae Caninae Red Fox  
(Vulpes vulpes) 
Greece  
(Florou et al., 
2008) 
10 wild 0 0 
 
1 10 0,0 1 10 10,0 0 0 
 
0 5,0 
Carnivora Canidae Caninae 
Red Fox  
(Vulpes vulpes) 
Spain (Carta 
et al., 2010) 




1 56 0,0 1 239 4,2 0 
2,1 




(Carta et al., 
2010) 
24 wild 0 0  0 0  0 0  1 23 0,0 0 
0,0 
Carnivora Canidae Caninae 
Red Fox  
(Vulpes vulpes) 
UK  
(Beard et al., 
2001a) 
27 wild 1 26 46,2 0 0 0,0 1 27 85,2 0 0  0 
42,6 





7 wild 0 0 
 
1 7 71,0 0 0 0,0 0 0 
 
0 35,5 






59 wild 0 0  1 59 47,0 1 59 1,7 0 0  0 
24,3 
Carnivora Felidae  









































Feral cat  
(Felis catus) 
USA  
(Corn et al., 
2005) 




1 18 11,0 0 0 
 
0 11,0 
Carnivora Felidae  
Feral cat  
(Felis catus) 
USA  
(Palmer et al., 
2005) 























5 wild 0 0 
 
1 5 60,0 0 0 0,0 0 0 
 
0 30,0 




(Corn et al., 
2005) 
10 wild 0 0  0 0  1 10 10,0 0 0  0 
10,0 
Carnivora Mustelidae Mustelinae 
Stoat  
(Mustela erminea) 
UK (Beard et 
al., 2001a) 37 wild 1 13 7,7 0 0 0,0 1 37 46.0 0 0  0 
0,0 




(Beard et al., 
2001a) 







(Florou et al., 
2008) 
3 wild 0 0 
 
1 3 0,0 1 3 0,0 0 0 
 
0 0,0 






73 wild 0 0  1 73 40,0 0 0 0,0 0 0  0 
20,0 




(Corn et al., 
2005) 







































(Palmer et al., 
2005) 




1 6 0,0 0 0,0 















20 wild 1 20 5,0 0 0 
 









(Nugent et al., 
2011) 




1 43 17,4 0 0 
 
0 17,4 




(Nugent et al., 
2011) 









11 wild 0 0 
 













9 wild 0 0 
 









(Nugent et al., 
2011) 
5 wild 0 0  0 0  1 5 20,0 0 0  0 
20,0 





(Corn et al., 
2005) 












(Beard et al., 
2001a) 








































(Beard et al., 
2001a) 
15 wild 1 15 0,0 0 0 0,0 1 15 0,0 0 0 
 
0 0,0 






63 wild 0 0  1 63 24,0 0 0 0,0 0 0  0 
12,0 
Didelphimorphia Didelphidae Didelphinae Opossum  
(Didelphis virginiana) 
USA  
(Corn et al., 
2005) 




1 54 3,7 0 0 
 
0 3,7 
Didelphimorphia Didelphidae Didelphinae Opossum  
(Didelphis virginiana) 
USA  
(Palmer et al., 
2005) 




1 3 0,0 0 0,0 




(Abbott et al., 
2002) 









(Nugent et al., 
2011) 













(Nugent et al., 
2011) 




1 42 35,7 0 0 
 
0 35,7 




(Nugent et al., 
2011) 
3 wild 0 0  0 0  1 3 0,0 0 0  0 
0,0 





(Greig et al., 
1997) 







UK (Greig et 
al., 1999) 









































Brown hare  
(Lepus europaeus) 
Greece  
(Florou et al., 
2008) 
44 wild 0 0 
 
1 44 0,0 1 44 2,7 0 0 
 
0 1,4 





(Maio et al., 
2011) 








(Angus et al., 
1990) 









Brown hare  
(Lepus europaeus) 
UK  
(Beard et al., 
2001a) 
6 wild 1 4 0,0 0 0 0,0 1 6 16,6 0 0 
 
0 5,5 





(Beard et al., 
2001b) 








(Judge et al., 
2006) 
378 wild 1 378 0,0 1 0 
 









(Corn et al., 
2005) 




1 56 1,8 0 0 
 
0 1,8 




USA (Corn J et 








(Palmer et al., 
2005) 


























































(Abbott et al., 
2002) 
300 wild 1 47 0,0 0 0 
 
1 252 0,0 0 0 
 
0 0,0 
Lagomorpha Leporidae  
Brown hare  
(Lepus europaeus) 
Chile  
(Salgado et al., 
2011) 








(Nugent et al., 
2011) 













(Nugent et al., 
2011) 




1 113 25,7 0 0 
 
0 25,7 




(Florou et al., 
2008) 







(Beard et al., 
2001a) 








(Beard et al., 
2001a) 
38 wild 1 38 2,6 0 0 0,0 1 38 0,0 0 0 
 
0 0,0 




(Beard et al., 
2001a) 










6 wild 0 0 
 












3 wild 0 0 
 












































7 wild 0 0 
 





Passeriformes Paridae  












(Florou et al., 
2008) 
32 wild 0 0 
 








(Beard et al., 
2001a) 
47 wild 1 47 0,0 0 0 0,0 1 47 0,0 0 0 
 
0 0,0 




(Corn et al., 
2005) 









3 wild 0 0 
 










(Corn et al., 
2005) 




1 40 17,5 0 0 
 
0 17,5 

















3 wild 0 0 
 










(Nugent et al., 
2011) 












































(Beard et al., 
2001a) 
19 wild 1 19 5,2 0 0 0,0 1 19 0,0 0 0 
 
0 1,7 
Rodentia Cricetidae Arvicolinae 
Field vole  
(Microtus agrestis) 
UK  
(Beard et al., 
2001a) 




Hispid cotton rat 
(Sigmodon hispidus) 
USA  
(Corn et al., 
2005) 




1 41 2,4 0 0 
 
0 2,4 
Rodentia Muridae Murinae House mouse  
(Mus musculus) 
Greece  
(Florou et al., 
2008) 
149 wild 0 0 
 
1 149 0,0 1 149 1,3 0 0 
 
0 0,7 
Rodentia Muridae Murinae 
House mouse  
(Mus musculus) 
UK (Beard et 
al., 2001a) 




Rodentia Muridae Murinae 
Norway rat  
(Rattus norvegicus) 
UK  
(Beard et al., 
2001a) 
35 wild 1 23 0,0 0 0 0,0 1 35 8,6 0 0  0 
0,0 





(Beard et al., 
2001a) 
88 wild 1 88 1,1 0 0 0,0 1 88 3,4 0 0  0 
0,0 
Rodentia Muridae Murinae Norway rat  
(Rattus norvegicus) 
USA  
(Corn et al., 
2005) 




1 4 25,0 0 0 
 
0 25,0 




(Palmer et al., 
2005) 
9 wild 1 0 0,0 0 0  0 0  1 9 11,1 0 
5,6 
Rodentia Muridae  
Black rat  
(Rattus rattus) 
Greece  
(Florou et al., 
2008) 


































Rodentia Muridae Murinae Norway rat  
(Rattus norvegicus) 
New Zealand 
(Nugent et al., 
2011) 




1 4 0,0 0 0 
 
0 0,0 




(Corn et al., 
2005) 














Data collected from the studies on MAP in captive wild animals (including zoos and game parks) that used histopathology, PCR, culture 
and serology, as well as the sample sizes and estimated prevalences.  
 
Columns 1-2-3-4: Scientific classifications of all species studied and their relation with MAP infection/prevalence; Column 5: Location of 
study and author; Column 6: Number of animals analyzed for each publication; Column 7: Status (free-living/captive); Column 8: 
Histopathology (yes/no); Columns 9-10: Number of animals tested by histopathology and percentage of positivity; Column 11: PCR 
(yes/no); Columns 12-13: Number of animals tested by PCR and percentage of positivity; Column 14: Culture (yes/no); Columns 15-16: 
Number of animals tested by culture and percentage of positivity; Column 17: Serology (yes/no); Column 18-19: Number of animals 
tested by serology and percentage of positivity; Column 20: clinical cases for each publication; Column 21: Combination of four test 
(histopathology, PCR, culture and serology). 
 
















Serology nº  
an. 




Artiodactyla Bovidae Alcelaphinae 




(Vansnick et al., 
2005) 
8 captive 0 0  0 0  0 0  1 8 0,0 0 0,0 
Artiodactyla Bovidae Alcelaphinae Blesbok  
(Damaliscus pygargus) 
Belgium 
(Vansnick et al., 
2005) 






1 3 100,0 0 100,0 




(Vansnick et al., 
2005) 
3 captive 0 0  0 0  0 0  1 3 0,0 0 0,0 
Artiodactyla Bovidae Alcelaphinae 




(Witte et al., 
2009) 
17 captive 0 0  0 0  1 17 0,0 0 0  0 0,0 
Artiodactyla Bovidae Alcelaphinae Blesbok  
(Damaliscus pygargus) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 







































Artiodactyla Bovidae Alcelaphinae Jimela topi  
(Damaliscus korrigum) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 




1 4 0,0 0 0 
 
0 0,0 
Artiodactyla Bovidae Antilopinae 
Saiga antelope  
(Saiga tatarica) 
Belgium 
(Vansnick et al., 
2005) 
3 captive 0 0  0 0  0 0  1 3 0,0 0 0,0 
Artiodactyla Bovidae Antilopinae Slender-horned gazelle 
(Gazella leptoceros) 
Belgium 
(Vansnick et al., 
2005) 






1 6 0,0 0 0,0 
Artiodactyla Bovidae Antilopinae Blackbuck  
(Antilope cervicapra) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 




1 39 2,6 0 0 
 
0 2,6 
Artiodactyla Bovidae Antilopinae 
Addra gazelle  
(Nanger dama) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 
62 captive 0 0  0 0  1 62 3,2 0 0  0 3,2 





(Witte et al., 
2009) 




1 28 32,1 0 0 
 
0 32,1 
Artiodactyla Bovidae Antilopinae Cuvier’s gazelle 
(Gazella cuvieri) 
USA 
 (Witte et al., 
2009) 




1 58 1,7 0 0 
 
0 1,7 
Artiodactyla Bovidae Antilopinae 
Grant’s gazelle  
(Nanger granti) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 
47 captive 0 0  0 0  1 47 0,0 0 0  0 0,0 





(Witte et al., 
2009) 




1 53 0,0 0 0 
 
0 0,0 
Artiodactyla Bovidae Antilopinae Red-fronted gazelle 
(Eudorcas rufifrons) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 




1 18 0,0 0 0 
 
0 0,0 
Artiodactyla Bovidae Antilopinae 
Russian saiga  
(Saiga tatarica) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 

































Artiodactyla Bovidae Antilopinae Saharan Dorcas gazelle 
(Gazella dorcas) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 




1 28 0,0 0 0 
 
0 0,0 
Artiodactyla Bovidae Antilopinae 
Sand gazelle  
(Gazella subgutturosa) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 
106 captive 0 0  0 0  1 106 0,9 0 0  0 0,9 
Artiodactyla Bovidae Antilopinae Slender-horned gazelle 
(Gazella leptoceros) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 




1 55 3,6 0 0 
 
0 3,6 
Artiodactyla Bovidae Antilopinae 




(Witte et al., 
2009) 




1 31 0,0 0 0 
 
0 0,0 




(Witte et al., 
2009) 
10 captive 0 0  0 0  1 10 0,0 0 0  0 0,0 
Artiodactyla Bovidae Antilopinae Thomson’s gazelle 
(Eudorcas thomsonii) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 




1 69 0,0 0 0 
 
0 0,0 
Artiodactyla Bovidae Bovinae African cape buffalo 










1 20 0,0 0 0,0 





(Vansnick et al., 
2005) 
5 captive 0 0  0 0  0 0  1 5 0,0 0 0,0 
Artiodactyla Bovidae Bovinae Banteng  
(Bos javanicus) 
Belgium 
(Vansnick et al., 
2005) 






1 5 0,0 0 0,0 
Artiodactyla Bovidae Bovinae Common Eland 
(Taurotragus oryx) 
Belgium 
(Vansnick et al., 
2005) 







































Artiodactyla Bovidae Bovinae Forest buffalo  










1 7 0,0 0 0,0 





(Vansnick et al., 
2005) 
11 captive 0 0  0 0  0 0  1 11 9,1 0 9,1 





(Vansnick et al., 
2005) 






1 12 0,0 0 0,0 
Artiodactyla Bovidae Bovinae Banteng  
(Bos javanicus) 
Germany 
(Weber et al., 
1992a) 




1 15 0,0 0 0 
 
0 0,0 




(Witte et al. 
,2009) 
37 captive 0 0  0 0  1 37 0,0 0 0  0 0,0 





(Witte et al., 
2009) 




1 27 3,7 0 0 
 
0 3,7 
Artiodactyla Bovidae Bovinae Common Eland 
(Taurotragus oryx) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 




1 34 0,0 0 0 
 
0 0,0 
Artiodactyla Bovidae Bovinae 
East African sitatunga 
(Tragelaphus spekii) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 
33 captive 0 0  0 0  1 33 0,0 0 0  0 0,0 






(Witte et al., 
2009) 




1 12 0,0 0 0 
 
0 0,0 
Artiodactyla Bovidae Bovinae Forest buffalo  
(Syncerus caffer nanus) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 












































(Witte et al., 
2009) 




1 16 0,0 0 0 
 
0 0,0 
Artiodactyla Bovidae Bovinae 
Grey Rhebok  
(Pelea capreolus) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 
7 captive 0 0  0 0  1 7 0,0 0 0  0 0,0 









1 36 0,0 0 0 
 
0 0,0 









1 20 0,0 0 0 
 
0 0,0 





(Witte et al., 
2009) 
12 captive 0 0  0 0  1 12 0,0 0 0  0 0,0 
Artiodactyla Bovidae Bovinae 





(Witte et al., 
2009) 




1 30 0,0 0 0 
 
0 0,0 
Artiodactyla Bovidae Bovinae Water buffalo  
(Bubalus bubalis) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 




1 4 25,0 0 0 
 
0 25,0 
Artiodactyla Bovidae Caprinae 
Bighorn sheep  
(Ovis canadensis) 
Belgium 
(Vansnick et al., 
2005) 
7 captive 0 0  0 0  0 0  1 7 0,0 0 0,0 




(Vansnick et al., 
2005) 
4 captive 0 0  0 0  0 0  1 4 0,0 0 0,0 
Artiodactyla Bovidae Caprinae Goat  
(Capra hircus) 
Belgium 
(Vansnick et al., 
2005) 






1 6 0,0 0 0,0 




(Vansnick et al., 
2005) 
































(Vansnick et al., 
2005) 
14 captive 0 0  0 0  0 0  1 14 0,0 0 0,0 











1 6 0,0 0 0,0 




(Vansnick et al., 
2005) 






1 3 0,0 0 0,0 





(Vansnick et al., 
2005) 
11 captive 0 0  0 0  0 0  1 11 0,0 0 0,0 
Artiodactyla Bovidae Caprinae Chamois  
(Rupicapra rupicapra) 
Czech Republic 
(Kopecna et al., 
2008a) 




1 162 2,5 0 0 
 
0 2,5 




(Kopecna et al., 
2008a) 




1 866 3,2 0 0 
 
0 3,2 
Artiodactyla Bovidae Caprinae 
Bighorn sheep  
(Ovis canadensis) 
Germany 
(Weber et al., 
1992a) 
6 captive 0 0  0 0  1 6 0,0 0 0  0 0,0 
Artiodactyla Bovidae Caprinae Mouflon  
(Ovis musimon) 
Germany 
(Weber et al., 
1992a) 




1 14 21,4 0 0 
 
0 21,4 
Artiodactyla Bovidae Caprinae 
Wild goats  
(Capra aegagrus) 
Germany 
(Weber et al., 
1992a) 




1 9 0,0 0 0 
 
0 0,0 
Artiodactyla Bovidae Caprinae Bharal  
(Pseudois nayaur) 
USA (Witte et 
al., 2009) 




1 52 0,0 0 0 
 
0 0,0 
Artiodactyla Bovidae Caprinae Caucasian tur  
(Capra caucasica) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 







































Artiodactyla Bovidae Caprinae Chinese goral 
(Naemorhedus griseus) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 




1 33 0,0 0 0 
 
0 0,0 





(Witte et al., 
2009) 
39 captive 0 0  0 0  1 39 0,0 0 0  0 0,0 
Artiodactyla Bovidae Caprinae Japanese serow 
(Capricornis crispus) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 




1 11 9,1 0 0 
 
0 9,1 
Artiodactyla Bovidae Caprinae Markhor  
(Capra falconeri) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 




1 62 9,7 0 0 
 
0 9,7 






214 captive 0 0  0 0  1 214 4,7 0 0  0 4,7 









1 14 7,1 0 0 
 
0 7,1 









1 51 5,9 0 0 
 
0 5,9 





(Witte et al., 
2009) 
3 captive 0 0  0 0  1 3 0,0 0 0  0 0,0 
Artiodactyla Bovidae Caprinae Sichuan takin 
(Budorcas taxicolor) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 




1 25 0,0 0 0 
 
0 0,0 
Artiodactyla Bovidae Caprinae Sudan Barbary sheep 
(Ammotragus lervia) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 












































(Vansnick et al., 
2005) 






1 3 0,0 0 0,0 





(Witte et al., 
2009) 
7 captive 0 0  0 0  1 7 0,0 0 0  0 0,0 





(Witte et al., 
2009) 




1 6 0,0 0 0 
 
0 0,0 





(Witte et al., 
2009) 




1 16 0,0 0 0 
 
0 0,0 




(Vansnick et al., 
2005) 
4 captive 0 0  0 0  0 0  1 4 0,0 0 0,0 
Artiodactyla Bovidae Hippotraginae Arabian Oryx  
(Oryx leucoryx) 
Belgium 
(Vansnick et al., 
2005) 






1 10 0,0 0 0,0 
Artiodactyla Bovidae Hippotraginae Addax  
(Addax nasomaculatus) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 




1 42 0,0 0 0 
 
0 0,0 
Artiodactyla Bovidae Hippotraginae 
Angolan roan antelope 
(Hippotragus equinus) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 
17 captive 0 0  0 0  1 17 0,0 0 0  0 0,0 
Artiodactyla Bovidae Hippotraginae Arabian oryx  
(Oryx leucoryx) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 




1 40 0,0 0 0 
 
0 0,0 
Artiodactyla Bovidae Hippotraginae East African oryx  
(Oryx beisa) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 







































Artiodactyla Bovidae Hippotraginae Gemsbok  
(Oryx gazella) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 




1 40 0,0 0 0 
 
0 0,0 
Artiodactyla Bovidae Hippotraginae 
Scimitar Oryx  
(Oryx dammah) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 
59 captive 0 0  0 0  1 59 0,0 0 0  0 0,0 
Artiodactyla Bovidae Reduncinae Ellipsen waterbuck 
(Kobus ellipsiprymnus) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 












(Vansnick et al., 
2005) 






1 43 2,3 0 2,3 
Artiodactyla Bovidae  
European bison  
(Bison bonasus) 
Belgium 
(Vansnick et al., 
2005) 







(Vansnick et al., 
2005) 






1 23 13,0 0 13,0 
Artiodactyla Bovidae 
 
Alpine ibex  
(Capra ibex) 
Germany 
(Weber et al., 
1992a) 




1 11 9,1 0 0 
 
0 9,1 




(Buergelt et al., 
2000) 
70 captive 1 70 43,0 0 0  0 0  0 0  17 43,0 
Artiodactyla Bovidae 
 
Alpine ibex  
(Capra ibex) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 












(Witte et al., 
2009) 














































(Witte et al., 
2009) 




1 55 0,0 0 0 
 
0 0,0 





(Witte et al., 
2009) 






(Witte et al., 
2009) 












(Witte et al., 
2009) 




1 50 0,0 0 0 
 
0 0,0 
Artiodactyla Bovidae  
Nile lechwe  
(Kobus megaceros) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 






(Witte et al., 
2009) 









Pyrenean Ibex  
(Capra pyrenaica) 
USA 
(Witte et al., 
2009) 




1 3 0,0 0 0 
 
0 0,0 























Siberian ibex  
(Capra sibirica) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 












































(Witte et al., 
2009) 




1 13 0,0 0 0 
 
0 0,0 




(Witte et al., 
2009) 
10 captive 0 0  0 0  1 10 0,0 0 0  0 0,0 
Artiodactyla Bovidae 
 
Uganda kob  
(Kobus kob) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 




1 36 0,0 0 0 
 
0 0,0 
Artiodactyla Cervidae Capreolinae Moose  
(Alces alces) 
Belgium 
(Vansnick et al., 
2005) 






1 7 0,0 0 0,0 




(Vansnick et al., 
2005) 
7 captive 0 0  0 0  0 0  1 7 28,5 0 28,5 





(Vansnick et al., 
2005) 






1 22 0,0 0 0,0 







16 captive 1 16 6,3 1 15 80,0 1 16 62,5 1 15 13,3 0 40,5 









10 captive 1 10 0,0 0 0  1 10 20,0 0 0  N/K 10,0 





(Hattel et al., 
2004) 
160 captive 1 160 1,3 0 0  0 0  0 0  0 1,3 
Artiodactyla Cervidae Capreolinae Pudu  
(Pudu pudu) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 












































(Witte et al., 
2009) 




1 5 0,0 0 0 
 
0 0,0 
Artiodactyla Cervidae Cervinae 
Red deer  
(Cervus elaphus) 
Belgium 
(Godfroid et al., 
2000) 
24 captive 0 0  0 0  0 0  1 24 12,5 1 12,5 
Artiodactyla Cervidae Cervinae Père David’s deer 
(Elaphurus davidianus) 
Belgium 
(Vansnick et al., 
2005) 






1 29 0,0 0 0,0 
Artiodactyla Cervidae Cervinae Sika Deer  
(Cervus nippon) 
Belgium 
(Vansnick et al., 
2005) 






1 4 0,0 0 0,0 
Artiodactyla Cervidae Cervinae 




(Vansnick et al., 
2005) 
15 captive 0 0  0 0  0 0  1 15 0,0 0 0,0 
Artiodactyla Cervidae Cervinae 






431 captive 1 431 0,9 0 0 
 
1 429 2,6 0 0 
 
0 1,7 
Artiodactyla Cervidae Cervinae Fallow Deer  
(Dama dama) 
Czech Republic 
(Kopecna et al., 
2008a) 




1 1381 5,7 0 0 
 
0 5,7 
Artiodactyla Cervidae Cervinae 
Red deer  
(Cervus elaphus) 
Czech Republic 
(Kopecna et al., 
2008a) 
2 296 captive 0 0  0 0  1 2296 0,5 0 0  0 0,5 
Artiodactyla Cervidae Cervinae Red deer  
(Cervus elaphus) 
Czech Republic 
(Kopecna et al., 
2008b) 




1 242 23,1 1 272 3,7 0 13,4 





272 captive 0 0 
 
1 0 0,0 1 242 23,1 272 1 3,7 0 0,0 
Artiodactyla Cervidae Cervinae 
Fallow Deer  
(Dama dama) 
Germany 
(Weber et al., 
1992b) 







































   
0 0 
 
1 70 4,0 0 0 
 
3 4,0 
Artiodactyla Cervidae Cervinae 





56 captive 0 0  0 0  1 56 3,6 0 0  0 3,6 









1 34 8,8 0 0 
 
0 8,8 









1 60 0,0 0 0 
 
0 0,0 
Artiodactyla Cervidae Cervinae 





62 captive 0 0  0 0  1 62 0,0 0 0  0 0,0 
Artiodactyla Cervidae Cervinae Fallow Deer  
(Dama dama) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 




1 22 4,5 0 0 
 
0 4,5 
Artiodactyla Cervidae Cervinae Indian sambar  
(Rusa unicolor) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 




1 90 2,2 0 0 
 
0 2,2 
Artiodactyla Cervidae Cervinae 
Javan rusa  
(Rusa timorensis) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 
42 captive 0 0  0 0  1 42 2,4 0 0  0 2,4 
Artiodactyla Cervidae Cervinae Père David’s deer 
(Elaphurus davidianus) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 




1 30 9,1 0 0 
 
0 9,1 
Artiodactyla Cervidae Cervinae Red deer  
(Cervus elaphus) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 







































Artiodactyla Cervidae Cervinae Sika Deer  
(Cervus nippon) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 




1 118 1,7 0 0 
 
0 1,7 





(Witte et al., 
2009) 
38 captive 0 0  0 0  1 38 0,0 0 0  0 0,0 





(Witte et al., 
2009) 




1 15 13,3 0 0 
 
0 13,3 
Artiodactyla Cervidae Muntiacinae North Indian muntjac 
(Muntiacus muntjak) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 




1 23 0,0 0 0 
 
0 0,0 
Artiodactyla Cervidae Muntiacinae 




(Witte et al., 
2009) 
29 captive 0 0  0 0  1 29 14,3 0 0  0 14,3 
Artiodactyla Cervidae Odocoileinae Roe Deer  
(Capreolus capreolus) 
Czech Republic 
(Kopecna et al., 
2008a) 




1 835 0,2 0 0 
 
0 0,2 
Artiodactyla Cervidae Odocoileinae 




(Witte et al., 
2009) 




1 9 0,0 0 0 
 
0 0,0 




(Witte et al., 
2009) 
30 captive 0 0  0 0  1 30 3,3 0 0  0 3,3 
Artiodactyla Cervidae 
 
Mexican red brocket 
(Mazama americana) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 












(Vansnick et al., 
2005) 













































(Witte et al., 
2009) 




1 29 0,0 0 0 
 
0 0,0 




(Witte et al., 
2009) 
15 captive 0 0  0 0  1 15 0,0 0 0  0 0,0 
Artiodactyla Moschidae 
 
Siberian musk deer 
(Moschus moschiferus) 
USA  
(Witte et al., 
2009) 









Wild boar  
(Sus scrofa) 
Czech Republic 
(Kopecna et al., 
2008a) 




1 805 0,1 0 0 
 
0 0,1 
Artiodactyla Suidae  
Wild boar  
(Sus scrofa) 
Czech Republic 
(Trcka et al., 
2006) 







(Kopecna et al., 
2008a) 




1 4 0,0 0 0 
 
0 0,0 
Carnivora Mustelidae Lutrinae Eurasian otter  
(Lutra lutra) 
Czech Republic 
(Kopecna et al., 
2008a) 




1 4 0,0 0 0 
 
0 0,0 




(Kopecna et al., 
2008a) 
82 captive 0 0  0 0  1 82 0,0 0 0  0 0,0 
Carnivora Mustelidae 
 
Beech marten  
(Martes foina) 
Czech Republic 
(Kopecna et al., 
2008a) 












(Kopecna et al., 
2008a) 










































(Columba livia f. 
domestica) 
Czech Republic 
(Kopecna et al., 
2008a) 




1 2113 0,0 0 0 
 
0 0,0 
Lagomorpha Leporidae  
Brown hare  
(Lepus europaeus) 
Czech Republic 
(Kopecna et al., 
2008a) 






(Kopecna et al., 
2008a) 













(Witte et al., 
2009) 




1 4 0,0 0 0 
 
0 0,0 




(Kopecna et al., 
2008a) 
59 captive 0 0  0 0  1 59 1,7 0 0  0 1,7 
Rodentia Muridae Murinae House mouse  
(Mus musculus) 
Czech Republic 
(Kopecna et al., 
2008a) 




1 34 0,0 0 0 
 
0 0,0 
Rodentia Muridae Murinae Norway rat  
(Rattus norvegicus) 
Czech Republic 
(Kopecna et al., 
2008a) 




1 17 5,9 0 0 
 
0 5,9 





(Kopecna et al., 
2008a) 













Números de trabajos revisados sobre MAP en fauna silvestre de vida libre 
 
 
